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RESUMO

O soro de leite é fonte de nutrientes, tais como as proteinas, que contribuem para aplicacbes
industriais, devido as suas caracteristicas funcionais como geleificantes, estabilizantes entre
outros. Além disso, possuem muitos compostos bioativos, tais como a lactoferrina, que despertam
0 interesse devido a suas propriedades antimicrobianas, antitumorais entre outras. Devido a larga
producdo de soro de leite, este tem sido utilizado para o desenvolvimento de isolados e
concentrados proteicos, que sdo largamente utilizados na industria de alimentos. Neste contexto,
estas matérias-primas podem ser utilizadas para o desenvolvimento de hidrolisados proteicos, por
diversos metodos entre eles, a hidrdlise enzimatica que é preferida na indastria farmacéutica e de
alimentos, devido a sua especificidade, a ser rapida e ndo deixar residuos toxicos no produto. Esses
hidrolisados proteicos possuem inumeras bioatividades, tais como antimicrobiana, antioxidante,
antitumoral, anti-hipertensiva, de inibi¢cdo de enzimas tais como a dipeptidil peptidase IV (DPP
IV), associada ao diabetes, entre outras. Estas bioatividades sdo dependentes da hidrdlise
enzimatica, a qual é influenciada pela matéria prima, tipo de enzima, pH, temperatura, grau de
hidrolise, perfil de massa molecular entre outros. Neste contexto, esta revisdo teve por objetivo
abordar os processos de obtencéo do hidrolisados proteico de soro de leite bem como a influéncia
de seus parametros nas caracteristicas dos hidrolisados e nas bioatividades do mesmo.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.3, p. 17060-17092 mar., 2022.

17060


https://www.escavador.com/sobre/492668933/calebe-de-hebrom-livistom-da-silva

Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

Palavras-chave: leite, proteina, propriedades, enzimas, grau de hidrélise.

ABSTRACT

Whey is a source of nutrients, such as proteins, which contribute to industrial applications, due to
its functional characteristics as gel-forming agents, stabilizers, among others. In addition, they
have many bioactive compounds, such as lactoferrin, which arouse interest due to their
antimicrobial, antitumor, and other properties. Due to the large production of whey, it has been
used for the development of isolates and concentrates proteins, which are widely used in the food
industry. In this context, these raw materials can be used for the development of hydrolyzed
proteins, by several methods, including enzymatic hydrolysis, which is chosen by the
pharmaceutical and food industry, due to its specificity, being fast, and not leaving toxic residues
in the product. These hydrolyzed proteins have many bioactivities, such as antimicrobial,
antioxidant, antitumor, antihypertensive, inhibiting enzymes such as dipeptidyl peptidase 1V (DPP
IV), associated with diabetes, among others. These bioactivities are dependent on enzymatic
hydrolysis, which is influenced by raw material, enzyme type, pH, temperature, degree of
hydrolysis, molecular weight profile, among others. In this context, this review aimed to address
the process of obtaining hydrolyzed whey protein as well as the influence of its parameters on the
hydrolyzed characteristics and its bioactivities.

Keywords: milk, proteins, properties, enzyme, degree of hydrolysis.

1 INTRODUCAO

O leite é considerado um dos maiores commodities agropecuarias do mundo, um alimento
rico em proteina e calcio entre outros (ITAL, 2017). As projecGes de producdo brasileira de leite
durante o periodo de 2020/2021 séo de cerca de 36,3 bilhdes de litros de leite (GASQUES et al.,
2021). Neste contexto, no Brasil, 34% do leite produzido é destinado para a producao de um dos
principais derivados lacteos consumidos, o queijo. O processo de producdo de queijos, é
basicamente o leite coagulado em forma enzimatica, acida ou uma combinacao destas, gera como
um subproduto que € o soro de leite (BEZERRA, 2018; CRUZ et al., 2018; MAIA, 2020).

O leite apresenta proteinas, dois grupos de proteinas tais como as caseinas, que corresponde
entre 80 e 85% do total das proteinas que contém no leite sdo coaguladas na elaboragdo do queijo
e as proteinas solUveis, que sdo os subprodutos da elaboracdo do queijo, as proteinas do soro de
leite (CRUZ et al., 2018). Estima-se que para producdo de 1 kg de queijo sdo necessarias
aproximadamente 100 L de leite. Neste, contexto aproximadamente 90% do volume do leite
utilizado corresponde ao subproduto soro de leite, que contém muitas proteinas tais como -
lactoglobulina (B-LG), a-lactalbumina (a-LA), imunoglobulinas e albumina de soro bovina (BSA)
(CRUZ et al., 2018; SOUZA et al., 2019; STEFFENS et al. 2020).

Em alguns laticinios de pequeno porte este subproduto é descartado juntamente com o0s

demais efluentes, o que acarreta problemas ambientais como a eutrofizacdo das aguas
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(BERNARDI, 2020; SOUZA et al., 2019). Entretanto, nas Ultimas décadas muitas pesquisas estao
sendo realizadas para o uso do soro de leite e derivados para a elaboracao de produtos alternativos,
ao uso para a elaboracdo de bebidas lacteas, tais como os hidrolisados proteicos de soro de leite e
derivados (ELIAS et al., 2008; MINJ et al. 2020; STEFFENS et al. 2020).

Estes podem ser obtidos através de diferentes processos como a hidrolise enzimatica,
alcalina, &cida e processo de fermentacédo entre outros (NAJAFIAN; BABJI, 2012). Contudo, a
aplicacdo de enzimas para a elaboracao dos hidrolisados proteicos, com consequente obtencéo de
peptideos, faz com que a hidrolise seja especifica e controlada. Segundo Abreu (2017) a hidrolise
enzimatica por ser de facil controle, favorece o aumento da atividade bioldgica dos peptideos
bioativos, gerados ap0s a quebra de ligacBes peptidicas, que antes eram inativos dentro da
sequéncia de proteina e agora originando um subproduto com menor massa molecular, liberado
através do processo de hidrélise. Os peptideos bioativos sdo fragmentos especificos derivados das
proteinas e possuem efeitos benéficos aos seres humanos, pois exibem diferentes funcGes
fisiolégicas e nutricionais, complementando as necessidades ndo supridas pela alimentacdo
convencional (SOUZA et al., 2019),

Os peptideos bioativos, possuem diversas aplicabilidade, devido ao seu alto teor de
aminoacidos pode atuar na reparacdo e reconstrugdo muscular por conter especialmente valina,
isoleucina e leucina (LORENZETT]I, 2018);reducédo do risco cardiovascular (MINJ et al. 2020;
MORENO-NAVARRETE, 2008), atividade antioxidante (STEFFENS et al. 2020), devido a
reatividade dos radicais livres com seus aminoacidos, fazendo com que diminua a capacidade de
oxidar lipidios (ELIAS et al., 2008) atividade antimicrobiana (SOUZA PALU et al. 2019), devido
ao seu efeito sobre micro-organismos patogénicos ocasionado pela lactoferrina e outros
componentes (MORENO-NAVARRETE, 2008). Neste contexto, a presente revisdo tem como
objetivo apresentar os diferentes métodos de obtencdo de hidrolisado proteico de soro de leite e

seus derivados, bem como as suas bioatividades.

2 SORO DO LEITE

O soro de leite tem como principais aplicacdes nas industrias, para a elaboracao de bebidas
lacteas e suplementos alimentares, devido as suas caracteristicas funcionais (geleificante,
estabilizante, emulsificante, espumante) e nutricionais. Além disso, ele pode ser empregado para
a obtencdo de como isolado proteico ou de concentrado soro de leite para diferentes utilidades
(SILVA, etal. 2017; SOUZA, et al., 2019; WARNCKE et al., 2022).

Durante a elaboracdo do queijo, a principal proteina responsavel pela formacao da massa €

a caseina, engquanto as proteinas que contém no soro, as quais sdo soluveis, sdo separadas da massa,
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sendo este subproduto denominado de soro de leite (DINIKA et al., 2020). Estima-se que
aproximadamente 90% do volume do leite utilizado para a produgéo do queijo resultam em soro
de leite. A fim de minimizar o impacto ambiental dos subprodutos da producao de gueijo, uma
série de tecnologias estdo sendo empregadas para converter 0s subprodutos, tais como o soro de
leite, em produtos de valor agregado (SILVA et al., 2017).

O soro de leite pode apresentar sua composi¢cdo quimica variavel, pois a mesma depende
da forma de obtencdo, da alimentacdo dos animais, entre outros. Entretanto, independentemente
da forma de obtencéo, este possui um elevado valor nutricional sendo considerado uma importante
fonte de proteina para o consumo humano. As proteinas que contém no soro do leite sdo conhecidas
pela versatilidade de seus atributos funcionais (SILVA, et al. 2017; WARNCKE et al., 2022).
Segundo Haraguchi et al. (2006) o concentrado proteico do soro do leite, um derivado do soro de
leite, contém em média 80% de proteina, 8% de carboidratos, além de ser rico en aminoacidos,
tais como o leucina, &cido aspartico, lisina, de treonina, metionina e isoleucina. Além disso, possuli
0s minerais ferro, sddio e célcio, vitaminas e um contetdo baixo de gordura do leite (NUNES et
al., 2015).

De acordo com Silva (2017) uma quantidade substancial de soro de leite é descartada
anualmente no Brasil, no qual é um residuo industrial, ocasionando um grave impacto ambiental.
Estima-se que as pequenas industrias de laticinios descartam nos rios 40% do soro de leite sem
nenhum tratamento, o que ocasiona impactos ambientais devido a sua alta carga organica. Devido
a 1sso, 0 mesmo pode ser utilizado como matéria-prima para a elaboracéo de produtos com elevado
valor agregado, tais como ingredientes de bebidas lacteas (HENRIQUES et al., 2020), estabilizante
(SOUZA et al., 2019), suplementos alimentares (SILVA et al., 2017) entre outros.

Os estudos recentes in vitro indicaram, que a ingestao de proteinas hidrolisadas isoladas do
soro do leite com peptideos bioativos pode reduzir a presséo sanguinea, inibir ou eliminar micro-
organismos (SOUZA PALU et al., 2019), além das outras propriedades, tais como antioxidante e
anti-inflamatoria, anti-obesidade, anticancerigena, imunomoduladores e anti-hipertensiva
(LORENZETTI, 2018), antitlcera (SGARBIERI, 2004) entre outras. Desta forma, os peptideos
bioativos sdo fragmentos das proteinas do soro do leite (LORENZETTI, 2018) e seus efeitos
promissores na salde ocorrem devido a presenca da sequéncia de aminoacidos, massa molecular,
entre outros (SILVA, 2019).

2.1 PROTEINAS DO SORO DE LEITE
O soro de leite liquido bovino apresenta cerca de 20% da quantidade total de contetdo
proteico do leite (SGARBIERI, 2004; CRUZ et al., 2018). Ele é um subproduto largamente
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produzido em industrias de producdo de queijos, o qual contém cerca de 50% dos nutrientes
presentes no leite. Neste contexto, as proteinas sao o constituinte mais importante do soro de leite
entre elas B-lactoglobulina (B-LG), a-lactoalbumina (ALA), imunoglobulinas (Ig’s), albumina do
soro bovino (BSA), glicomacropeptideos (GMP), lactoferrina entre outras (GARCIA, 2017).

A lactoglobulina é a proteina que possui em maior quantidade (45% a 57%) possuindo
elevado teor de aminoacidos como leucina, valina e isoleucina, a lactoalbumina correspondendo
cerca de (15% a 25%), possuindo uma capacidade de facil digestdo e contém o triptofano, lisina,
leucina treonina e subfracGes lactoferrina, lisozima, lactoperoxidase (GARCIA, 2017). As
proteinas como as imunoglobulinas, glicomacropeptideo e em pequenas fracfes a lactoferrina,
lisozima, lactoperoxidase, que fornecem  propriedades antimicrobianas,  acoes
imunoestimuladoras, entre outras (ALVES et al., 2016).

A Tabela 1 apresenta a composicao das fracdes de proteinas que contém no soro de leite,
massa molecular (kDa) e atividade bioldgica de cada fragdo proteica que foram investigadas nos
ultimos anos. As fragdes proteicas em maior quantidade sdo as B-lactoglobulina (B-LG), que
possuem massa molecular de cerca de 18,00 a 36,8 kDa, com baixa resisténcia em pH &cido e
temperaturas elevadas, contém cerca de 162 aminoacidos em sua molécula . Conforme Verdi
(2017) esses peptideos possuem atividades bioldgicas como anti-hipertensiva (HERNANDEZ-
LEDESMA et al., 2008), antioxidante (COSTA et al., 2021), antimicrobiana e imunoestimulante
(MINJ et al., 2020).

A a-lactoalbumina (a-LA) é considerada a segunda maior fracdo de proteina do soro, a
Unica fracdo adequada para se ligar a certos minerais, tais como zinco e célcio, alterando
positivamente sua capacidade de absorc¢do, massa molecular (14 kDa), formada por 123 residuos
de aminoacidos. Os peptideos oriundos da a-lactoalbumina (o-LA) apresentam propriedades
antimicrobianas (SOUZA, et al., 2019; STEFFENS, et al., 2020). Além disso, os aminoacidos
essenciais (como triptofano, vitamina hidrossoltvel e precursor de niacina) desempenham uma
funcdo vital na reposicdo do metabolismo energético celular, tendo em vista propriedades
anticancerigenas (LORENZETTI, 2018).

A albumina é uma proteina que contém cerca de 582 aminoacidos, massa molecular alta
(66 kDa). Uma de suas principais funcgdes é facilitar o deslocamento de acidos graxos que estao
presentes na corrente sanguinea, desenvolvendo atividades funcionais, apontada como uma
precursora da sintese glutationa, peptideo capaz de aumentar a atividade imune de portadores de
Human Immumodeficiency Virus (HIV), além de terem também atividade anticancerigena
(COSTA et al., 2021; BALDASSO, 2008; MINJ et al., 2020).
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Tabela 1 — Atividades bioldgicas das fracfes proteicas do soro de leite

Fracdo Proteica Massa Molecular (kDa) Atividade Bioldgica Referéncia
o _ o (HERNANDEZ, et al., 2008)
B-lactoglobulina (B-LG) 18-36 Anti-hipertensiva, antioxidante e (COSTA, et al., 2021)
antimicrobiana (MINJ, et al.,2020)

(SOUZA, et al ., 2019)

a-lactoalbumina (a-LA) 14 Antimicrobiana e anticancerigena (LORENZETTI, 2018)
(STEFFENS, et al., 2020)
Precursora da sintese glutationa,
Albumina 66 - i : . i (BALDASSO, 2008)
anticancerigena, vincular acido graxos e (MINJ, et al..2020)

antimutagénica

(SOUZA, 2017)

) - e : (ROCHA, et al., 2017)
Imunoglobulinas 150-1.000 Antioxidante, antiftngico e estimulam a (LORENZETTI, 2018)

(19G, 1gA, 1gM e IgE) producao linfécitos (MINJ, et al., 2020)
(LUPKI, et al., 2019)

(VERDI, 2017)

Imunoestimuladora, agdo antiviral, anti- (KRISSASEN, 2007)
Lactoferrina 78-80 _ inflamatéria, anticancerigena, - (ELZOGHBY, et al., 2020)
antioxidante, antimicrobiana e auxilia na (FARNAUD, et al., 2003)
absorgao do ferro (REDWAN, et al., 2014)

(XIONG, et al., 2020)

Lactoperoxidase 78 i P o (MINJ, et al.,2020)
Antimicrobiana, antioxidante e antiviral (ZHAO, et al., 2020)

(COSTA, etal., 2021)
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As imunoglobulinas (IgA, 1IgG IgM e IgE), sendo a IgG a principal, apresentam uma massa
molecular alterando de (150 a 1.000 kDa) (GEORGE et al., 2013; LORENZETTI, 2018). As
principais acdes bioldgicas estdo na atividade antioxidante e antifungica. Além disso, apresentam
protecdo contra infeccdes, estimulando a geracao de linfocitos (LUPKI et al., 2019; VERDI, 2017;
LORENZETTI, 2018). O glicomacropeptideo (GMP) € um peptideo obtido atravées da digestdo da
k-caseina, apresenta massa molecular aproximada de cerca de 6 a 7 kDa. Além disso, apresenta
alto teor de aminoacidos primordiais para a saude humana, no qual possui grande tolerancia ao
calor e mudancas de pH (SOUZA et al., 2019; ROCHA, et al., 2017).

De acordo com Verdi (2017), considerada uma glicoproteina, a lactoferrina faz ligagéo de
ferro multifuncional, pertencendo a familia da transferrina € formada por 689 aminoacidos, massa
molecular entre 78 e 80 kDa. Esta apresenta atividade imunomoduladora, antioxidante, acédo
antiviral, antibacteriana e anti-inflamatéria (KRISSANSEN, 2007; ALMEIDA et al., 2013),
auxilia na absorgdo do ferro no organismo (ELZOGHBY et al., 2020) capaz de impossibilitar a
proliferacdo e a multiplicacdo de bactérias gram-positivas e gram-negativas, bem como as
leveduras (REDWAN, et al., 2014), possui atividade antifingica, antimicrobiana, entre outras
(FARNAUD et al., 2003).

Segundo Minj et al. (2020), a lactoperoxidase contém 612 residuos de aminoécidos, de uma
Unica cadeia polipeptidica, que apresenta massa molecular média de 78 kDa. Além disso, esta
pertence a familia das peroxidases, que sdo um grupo de enzimas capaz de catalisar a peroxidagédo
de tiocianato e alguns haletos para produzir componentes que inibem a multiplicacdo de uma
variedade de bactérias, responsaveis pela acdo de atividades antioxidantes, antimicrobiana, e
antiviral (XIONG, et al., 2020; ZHAO, et al., 2020).

As proteinas do soro do leite sdo reconhecidas apresentam-se importantes a sade humana,
como ingredientes saudaveis, associados a sua ingestao regular (Shang, et al., 2018), apresentam
funcionalidades, excelente capacidade de retencdo de dgua atuando na solubilidade e viscosidade,
capacidade de aeragdo, atividades antibacteriana, antioxidante, acdo antiviral, podendo ser

utilizado amplamente na industria alimenticia ou como suplemento alimentar (PEREIRA, 2019).

3 HIDROLISADO PROTEICO

Os hidrolisados proteicos sdo oriundos, a partir da quebra das proteinas e resultam em uma
mistura complexa de peptideos de diferentes comprimentos de cadeia, com os aminoacidos livres
e massa molecular. Os peptideos bioativos sdo produzidos, principalmente, através de processos

como a hidrélise. Muitos métodos sao utilizados para se obter a hidrolise de proteico, podendo ser

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.3, p. 17060-17092 mar., 2022.

17066



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

de forma enzimatica, alcalina ou quimica. O método quimico, acido e alcalino é menos aplicado
devido ao dificil controle da reagéo, e a constituicdo dos aminoacidos para aplicacdo em alimentos.
Contudo, o desenvolvimento pelo método enzimatico tem sido largamente utilizado
(LORENZETTI, 2018). A hidrdlise enzimatica é preferida, na industria de alimentos e
farmacéutica, devido ao seu curto tempo de reacdo, onde a enzima atua na quebra de ligacGes de
acordo com relacdo enzima e substrato, especificidade e parametros de pH e temperatura utilizados
(NAJAFIAN; BABJI, 2012; NAJAFIAN et al., 2014; HIJAZIN, et al. 2010).

Na hidrolise enzimatica, as enzimas, que atuam como catalisadores dos processos
bioldgicos e sdo responsaveis por acelerar as reacdes, quebram as ligacdes peptidicas, aumentando
a extensdo da hidrolise com o tempo, até um determinado grau de hidrélise. Além disso, nédo
deixam residuos toxicos de solventes, apresentando um produto final com propriedades bioativas
de interesse (NAJAFIAN; BABJI, 2012; MARGON et al., 2018). A extensdo da protedlise é
avaliada pelo grau de hidrélise (GH), referente ao percentual de clivagem das ligacGes peptidicas
de uma proteina. A avaliacdo do GH depende de trés principios basicos: do teor de nitrogénio
liberado pela hidrdlise da proteina, na presenca de um agente precipitante; da determinacao de
grupos amino livres e da titulacdo de protons liberados (ELZOGHBY et al., 2020).

O GH é monitorado para determinar a liberacdo dos aminoécidos e com isso a extensdo do
processo de hidrélise enzimética. Este pode ser determinado através de diferentes métodos
baseados na determinagdo dos grupos a-amino livres (ADLER-NISSEN, 1986; SILVA et al.,
2009). O monitoramento do GH pelo método pH-stat é acompanhado através da adicdo de base
ou acido, com o objetivo de manter o pH constante, quando a hidrolise é realizada em condi¢oes
alcalinas e neutras (ADLER-NISSEN, 1986).

De acordo com Lorenzetti (2018), as proteases que auxiliam na quebra ligacGes peptidicas,
empregadas como catalisadores, que atuam para aumentar a velocidade de uma reacdo ou para
facilitar a mesma. Dentro deste contexto, tem-se sdo nomeadas como proteinases as
endopeptidases, enzimas que clivam ligagdes peptidicas internas da molécula de proteina, ou
exopeptidases quando clivam as por¢des amino ou carboxiterminal.

Diferentes enzimas, tais como Alcalase, Flavourzyme, pepsina, papaina, queratinase,
corolase, tripsina, pancreatina e mistura de enzimas proteoliticas podem ser utilizadas para a
obtencéo de hidrolisados proteicos. Contudo, a escolha deve estar baseada no tipo de produto que
se deseja obter, a acdo de quebra peptidica depende da enzima mais adequada, no caso de hidrolise
enzimatica de proteina, sdo utilizadas proteases como a pepsina, papaina, queratinase e savinase
(LORENZETTI, 2018) tripsina e quimiotripsina (KAMAL et al., 2018) Alcalase e, Flavourzyme

(SOUZA et al., 2019), para a formacdo de peptideos com atividade biol6gica, cada enzima
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apresenta caracteristicas distintas e por esta razdo € importante fazer a escolha de acordo com as
pretensdes desejadas (ALVES, 2016).

Uma enzima largamente utilizada é a Alcalase uma endopeptidase produzida pela
fermentacdo submersa bacteriana do Bacillus licheniformis. Esta enzima possui sua atividade em
pH alcalino e em alcalina moderada utilizado em altas faixas de temperatura de 50 a 70 °C, aplicado
em diferentes substratos como, soro de leite bovino (SOUZA, et al., 2019; VERDI, 2017), soro de
leite de bubalino (SILVA, 2017), residuos de filé de pescado (MIRAHMADIZADEH et al., 2017),
residuos de frango (SCHMIDT et al., 2020).

A pepsina é uma endopeptidase que apresenta dissolugdo &cida, simulando o fluido

gastrico, que atua em pH acido entre pH 1 e 3, ndo possui efeito em pH basico e atua em
temperatura 37 °C (GUZMAN, 2016). A pepsina € considerada uma protease aspartica, utilizando
um aspartato catalitico em seu sitio ativo atuando no sistema digestivo (HEDA et al., 2020).
De acordo com Souza et al. (2019) a Flavourzyme é composta por aminopeptidases, dipeptidil
peptidases e endopeptidases. As aminopeptidases atuam sobre as ligacGes peptidicas, auxiliando
na quebra de ligagdes peptidicas nas extremidades e no meio da proteina. Segundo Kamal et al.
(2018) em pesquisas atuais vem sendo aplicada amplamente a hidrélise de soro de leite, a fim de
se obter hidrolisados proteicos com intmeras bioatividades, como atividade antioxidante,
antimicrobiana (SOUZA et al., 2019; STEFFENS, et al., 2020), antibacteriana (LIMA, 2018), anti-
inflamatoria (KAMAL et al., 2018) entre outras.

3.1 OBTENCAO DE HIDROLISADOS DE SORO DE LEITE E DERIVADOS

A Tabela 2 apresenta diferentes estudos realizados com hidrolisado proteico de soro de
leite e derivados. A hidrolise enzimatica € influenciada pela matéria prima, tipo de enzima, grau
de hidrélise, tempo de hidrélise, pH, temperatura, entre outros (LORENZETTI, 2018; ABREU,
2019; LIMA, 2018; SOUZA et al., 2019; SILVA, 2017).

Lima (2018) elaborou o hidrolisado proteico com 35,5% de grau de hidrolise (GH), a partir
de soro de leite de caprino (64% de proteina soltvel), utilizando a pepsina como enzima a 30 °C e
em pH 2,0, através do método de hidrolise enzimatica in vitro. Este hidrolisado apresentou inibi¢ao
de cerca de 20%, frente a multiplicagdo bacteriana da Salmonella spp e Escherichia coli. Para a
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus o hidrolisado testado apresentou uma inibigéo

superior a 30% da multiplicacdo bacteriana.
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Tabela 2 — Pardmetros para a obtencdo de hidrolisados proteicos por via enzimética

L . Concentracao . Temperatura Grau de L N
Matéria Prima de proteina Enzimas pH  Tempo °C) Hidrélise (%) Bioatividade Referéncia
Sorocgsr:ﬁge de 64% Pepsina 20  2h 30 35,5 Antibacteriana (LIMA, 2018)

Pepsina 2,5 37 26,5
Soro de leite de 8% Papaina 5,0 oh 55 23 Reconstrucéo, reparo musculare ~ (LORENZETTI,
bovino 0 Savinase® 7,0 50 17,5 antimicrobiano 2018)
Queratinase 6,5 65 17
Soro de leite de 0 Alcalase® 8,0 60 . R (SOUZA etal.,

bovino 34% Flavourzyme 70 4h 50 15 Antioxidante e antimicrobiano 2019)
Soro de_ leite de 10% Corolase 8,0 6h 60 10 Antioxidante e antimicrobiano (STEFFENS et

ovino al., 2020)

. Pepsina Anti-inflamatoria,
Soro de leite de 3% Tripsina 4,6 6h 37 23 antiproliferativas, antidiabéticas, e (KAMAL etal,

camelo o 55 . . ) 2018)

Quimiotripsina alimento funcional;
Soro de leite de 82% Alcalase® 85  5h 55 22,81 Antioxidante (VERDI, 2017)
Sorgudbeal'ier:f de 10% Alcalase® 80  4h 50 28 Antioxidante (SILVA, 2017)
Concentrado de Soro 0 6,0 . (LUPKI et al.,
de leite de bovino 80% i 7,0 i 80 ! Antioxidante 2019)
Concentrado de _Soro 80% a—qU|m|otr[pS|na 7,5 30 min 400 Mpa (tratarpento de alta Antioxidante (AMBROSI et
de leite de bovino bromelaina 6,5 pressao) al., 2016)
Concentrado de Soro 80% Protease 60 20 min 40 80 Antioxidante (ROCHA etal.,
de leite de bovino aspértica 2017)
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Lorenzetti (2018) também utilizou as enzimas: pepsina, papaina, queratinase e Savinase®,
para a obtencdo de hidrolisado proteico de soro de leite bovino (8% de proteina), as quais
apresentaram o grau de hidrélise de 26,5%, 22,89%, 17,5% e 17%, respectivamente. Estes
hidrolisados foram obtidos com a temperatura 37, 50, 65 e 50 °C e pH 2,5; 6; 7,0 e 6,5
respectivamente. Os hidrolisados foram obtidos utilizando reator com agitacdo mecanica
empregando o método de Sorensen. Os melhores resultados de GH da pepsina e papaina foram
submetidos ao pré-tratamento com ultrassom, no qual ndo alterou o grau de hidrélise. Contudo,
Silva et al. (2010) também observaram que a papaina teve uma alteragcdo em suas particulas apos
a atuacdo do ultrassom.

Kamal et al. (2018), utilizaram como matéria-prima o soro de leite de camelo (3% de
proteina) e como enzimas a pepsina, tripsina e quimiotripsina em temperaturas de processo
variando de 37 a 55 °C em 6 h de hidrolise. Estes autores verificaram que o hidrolisado obtido pela
pepsina apresentou atividade antidiabética, atuando na inibigdo de a-glucosidase ¢ a-amilase.
Ngoh et al. (2016) em seu estudo observaram, que a inibi¢ao de a-amilase ocorreu, principalmente,
na presenca de peptideos mais curtos atuando na inibicdo do diabetes e com a capacidade anti-
inflamatoria. Além disso, o hidrolisado obtido pela tripsina também apresentou atividade anti-
inflamatdria.

Aguilar-Toald et al. (2017) observaram atuacdo anti-inflamatoria, anti-oxidante e
antimicrobiana com hidrolisado bovino produzido a partir da fermentacdo com Lactobacillus
plantarum. Os hidrolisados produzidos utilizando a quimotripsina apresentam maior atividade
anticancerigena atuando na vitalidade celular cancerigena, conforme demonstrado por
Homayouni-Tabrizi et al. (2017), que identificaram em seu estudo que o hidrolisado tem a
capacidade de ocasionar efeito toxico na célula cancerigena.

A pepsina é uma enzima que apresenta boas atividades frente a diferentes substratos, tais
como concentrado proteico ou soro de leite de camelo, bovino e caprino. A pepsina é uma
endopeptidase com afinidade por ligagcdes peptidicas, que envolvem o grupo carboxila de
aromaticos, realizando ligagcGes internas das proteinas. Como citado anteriormente, ela atua em
meio acido possuindo alta afinidade em pH acido (abaixo de 4). Esta € classificada como uma
protease que atua na degradacdo da proteina pelos seus extremos, favorecendo a hidrélise
enzimatica de diversas matérias-primas (ABREU, 2019; LORENZETT]I, 2018).

Outras enzimas, tais como a Alcalase que também possuem a capacidade de atuar em
diferentes substratos, obtendo um elevado GH. Souza et al. (2019) avaliaram as atividades
antioxidante e antimicrobiana de hidrolisados proteicos de soro de leite de bovino, obtidos por

diferentes proteases Alcalase e Flavourzyme, empregando o método pH-stat. Para a enzima
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Alcalase foram utilizados os parametros de 60 °C e pH 8,0 e para a Flavourzyme os parametros
foram de 50 °C e pH 7, onde obtiveram um GH de 63% e 15%, respectivamente. A atividade
antioxidante obtida do hidrolisado pela enzima Alcalase, apresentou maior atividade antioxidante,
quando comparada com a Flavourzyme. Estes resultados podem ocorrer, devido ao fato da
influéncia da enzima no ndmero e na localizacao das ligacGes peptidicas clivadas na hidrdlise,
resultando na liberacdo de diferentes peptideos quanto ao tamanho e a composi¢do de aminoacidos
favorecendo a acdo antioxidante. Silva (2017) utilizou a enzima Alcalase para hidrolisar o soro de
leite de bufala, a 50 °C durante 4 h em pH 8. Este hidrolisado foi avaliado na inibigdo do
escurecimento da macd Red Delicious minimamente processada. ApOs 0S ensaios in vitro,
observou-se que o hidrolisado testado apresentou capacidade de inibicdo do escurecimento de
macas.

De acordo com Pereira (2019) a proteina do soro de leite contém propriedades bioativas
que podem ser benéficas a satide humana. Os peptideos bioativos da proteina estao inativos quando
se encontram em sua sequéncia proteica, mas a partir da hidrélise enzimatica, utilizando enzimas
como pepsina e tripsina entre outras, pode-se obter a liberacdo destes peptideos, que apresentam
atividades bioativas, tais como antimicrobiana, antimicrobiana entre outras (LIMA, 2018).
Segundo Lukpi (2018) os hidrolisados de soro de leite ttm sido amplamente estudados para a
obtencdo de peptideos bioativos e também podem ser utilizados em formulagdes para individuos
que possuem intolerancia alimentar ocasionada pela proteina intacta, auxiliando na reducéo de
riscos de doencas cronicas e aumentando a protecédo natural do organismo.

Steffens et al. (2020) utilizaram como substrato o soro de leite de ovino e a enzima colorase
para obter hidrolisados proteico com propriedades antimicrobianas e antioxidantes, assim como
Souza et al. (2019), os quais avaliaram as mesmas bioatividades, porém com as enzimas Alcalase
e Flavourzyme. Estes resultados demonstram que diferentes enzimas utilizadas, podem resultar na
producéo de hidrolisados com diferentes capacidades bioativas, que dependem do tipo de peptideo

produzido, massa molecular, sequéncia aminoacidica entre outras.

4 BIOATIVIDADES DOS HIDROLISADOS
4.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A deterioracdo microbiana é um processo que ocorre com o0s alimentos, ocasionado pela
acao de micro-organismos, denominados de deteriorantes, que se desenvolvem no alimento
resultando em mudanca da aparéncia, alteracdo de textura e liberacdo de odores, entre outras
(BAPTISTA, 2003). Alguns dos principais micro-organismos deteriorantes sdo as bactérias do

género Pseudomonas spp. e outras bactérias psicotroficas (GRAM et al., 2002). Baptista (2003)
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indica ainda que ha certos micro-organismos, que se desenvolvem nos alimentos e podem
representar um perigo para o consumidor, pois sdo causadores das doencas transmitidas por
alimentos (DTA’s), sdo os chamados micro-organismos patogénicos. Contudo, os alimentos
contaminados por eles ndo apresentam sinais de deterioragéo.

Os conservantes sintéticos largamente utilizados pela inddstria, como metabissulfito de
sodio, benzoato de sddio, sorbato de potéssio, nitrito de sodio, lactato de sodio entre outros
apresentam certo nivel de toxidez, quando consumidos por seres humanos em concentracdes
elevadas, acima do permitido pela legislacdo, que dependem do tipo de alimento em que sdo
adicionados (LOPEZ, 2009). Entretanto, um problema encontrado em analises dos alimentos s&o
as concentracdes de conservantes acima destes limites, o que pode desencadear reacfes alérgicas
relacionadas ao aparecimento de urticarias, rinite, asma e também choque anafilatico (LOPEZ,
2009). Nesse sentido, torna-se interessante estudar a atividade antimicrobiana apresentada por
substancias naturais, dentre elas os peptideos bioativos obtidos a partir de hidrolisados proteicos
de diferentes matérias-primas, tais como o pescado, carnes, soro de leite e derivados
(GONGCALVES, 2019; FRIES et al.,, 2018; XIONG et al., 2020; ZHAO et al., 2020;
LORENZETTI, 2018).

Os compostos presentes no soro de leite e derivados, tais como a-lactalbumina,
glicomacropeptideo, B-lactoglobulina, imunoglobulinas, albumina e lactoferrina apresentam
atividade antimicrobiana ou sdo precursoras para 0s peptideos bioativos com essa atividade. A
principal forma de acdo antimicrobiana destas substancias é o ataque que realizam na membrana
plasmatica, que apresenta varios grupos funcionais com carga elétrica negativa, tais como
lipopolissacarideos, no caso de bactérias Gram-negativas ou o acido teicdico, no caso de bactérias
Gram-positivas. Este ataque pode tanto inibir estes grupamentos funcionais e levar ao rompimento
da membrana plasmatica, quanto promover a insercdo de porcdes apolares dos peptideos bioativos
através da bicamada lipidica, desencadeado o extravasamento do contetdo citoplasmatico e a
morte da célula (MOHANTY et al., 2015).

A lactoferrina possui a capacidade de interagir diretamente, através de sua porcdo N-
terminal, que apresenta elevado caréater catiénico, com a camada de lipopolissacarideos carregados
negativamente de bactérias Gram-negativas, 0 que causa danos a membrana celular. Ela foi
identificada em diferentes matérias-primas, tais como o no soro de leite bovino (SOUZA et al.,
2019), soro de leite ovino (STEFFENS et al., 2020), soro de leite caprino (LIMA, 2018). Entre as
diversas materias-primas, acredita-se que o soro de leite de camelo é o que possui maior
efetividade em sua acdo antimicrobiana porque apresenta em sua sequéncia proteica maior

quantidade de lactoferrina, em comparacéo ao leite bovino por exemplo (KAMAL, et al. 2018).
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A importancia da lactoferrina na inibi¢do da multiplicacdo microbiana foi demonstrada no
trabalho de Xiong et al. (2020), onde utilizaram o soro de leite isolado obtido a partir de leite
bovino desnatado tratado termicamente em temperatura que variam de 65 a 85 °C durante 30 min.
Eles verificaram, que a temperatura utilizada no tratamento térmico do leite foi inversamente
proporcional ao efeito antimicrobiano do soro de leite avaliado frente as bactérias Streptococcus
thermophilus, Escherichia coli, Lactococcus lactis e Pseudomonas fluorescens, pois a lactoferrina
apresentava desnaturacdo com acréscimo na temperatura. Além disso, a lactoferrina desnaturada
precipitava durante a etapa de coagulacdo acida da caseina e com isso estava em menor
concentracdo no soro de leite, Brick et al. (2017) em seu estudo identificaram, que quando
aquecida a capacidade bacteriostatica diminui sendo assim estando diretamente relacionada com
o tratamento térmico.

A producdo de derivados do soro de leite, tais como os hidrolisados proteicos, pode
potencializar a atividade antimicrobiana em relacdo aquela observada somente para o soro. Isto foi
verificado por Osman et. al. (2015), que elaboraram um hidrolisado de soro de leite caprino
utilizando a enzima Alcalase por 240 min, a 55 °C e pH de 7,8 atingindo um grau de hidrolise de
28%. Este hidrolisado foi fracionado, com diferencas no perfil de massa molecular. Em seguida,
as amostras das fracdes do hidrolisado, na concentracdo de 10 mg/mL, foram avaliadas frente as
bactérias Gram-negativas (Salmonella Typhimurium e Escherichia coli) e contra duas cepas de
bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus e Staphylococcus aureus). As fragcdes do hidrolisado
testado, com massa molecular média de 5 kDa, apresentaram uma zona inibigdo Salmonella
Typhimurium (26 mm), Escherichia coli (18,6 mm), Bacillus cereus (13,6 mm) e Staphylococcus
aureus (15,6) em todas as bactérias avaliadas. Segundo esses autores, a atividade antimicrobiana
do soro de leite caprino pode ser devida a presenca de substancias que reconhecidamente
apresentam esta bioatividade, tais como imunoglobulinas, lactoferrina, lactoperoxidase e lisozima
(SARMADI et al., 2010; ELIAS et al., 2005).

O mecanismo de acdo desses peptideos ocorre pela ligagdo com estruturas da membrana
celular, que sdo carregadas negativamente levando ao seu rompimento, o que pode ser verificado
pela presenga de fragdes derivadas da PB-lactoglobulina que apresentam carga liquida positiva.
Entretanto, todas as possiveis fragdes da a-lactoferrina presentes no hidrolisado, apresentam carga
elétrica negativa, 0 que indica que sdo estes 0s peptideos responsaveis pela atividade
antimicrobiana (Osman et al., 2015; Sarmadi et al., 2010; Elias et al., 2005 ).

Corréa et al. (2018) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro de peptideos anfipaticos
do soro de leite nas concentragdes de 1 a 5000 mg/L, utilizando o método de microdiluicdo em

placas de 96 pogos. Neste experimento, foram testados dois peptideos de 16 e 6 aminoacidos,
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relativos as fragcGes f145-160 da B-caseina, e, f77-82 da B-lactoglobulina, frente as bactérias
Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia coli
(concentracdo de aproximadamente 3 x 10% células/ mL), aos fungos Aspergillus parasiticus,
Fusarium verticillioides e Fusarium graminearum (concentragio de aproximadamente 2 x 10*
esporos/ mL). Entretanto, ndo foi possivel verificar atividade antimicrobiana, o que pode ser
explicado por diferentes mecanismos de resisténcia constitutiva e induzida. Contudo, ndo deve ser
descartada a possibilidade de os peptideos terem ocasionado alteracdes moleculares nos micro-
organismos, embora sem resultar na inibigdo de sua multiplicagdo, uma vez que outros estudos de
investigacdo de atividade antimicrobiana de peptideos bioativos presentes no hidrolisado do soro
de leite e derivados vem se mostrando promissores.

Souza et al. (2019) realizaram a hidrélise de um concentrado proteico de leite bovino
utilizando a enzima Alcalase, o qual atingiu um grau de hidrolise de 27%. O hidrolisado foi testado
a uma concentracdo de 0,2 g/mL em tampéo fosfato de sédio (pH 7,4) e avaliado pelo teste de
disco difusdo em cepas de Salmonella choleraesuis subsp. Enteritidis e Listeria monocytogenes,
que ndo apresentaram halos de inibi¢do. Esses autores sugerem, que o hidrolisado ndo apresentou
atividade antimicrobiana pois ndo foram utilizadas fragdes purificadas e concentradas, ou devido
ao tamanho dos peptideos obtidos, uma vez que peptideos que apresentam entre 2 e 20
aminoacidos conseguem transpassar a membrana celular com mais facilidade apresentando

atividade antimicrobiana.

4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os processos oxidativos sdo comuns dentro do organismo e fazem parte de funcdes
metabdlicas, as quais possuem mecanismos de regulacdo dos niveis corretos de agentes oxidativos
nas células. Entretanto, tal como descrito por Nasri (2017), os processos oxidativos que ocorrem
em decorréncia do excesso de radicais livres e de espécies reativas de oxigénio no organismo
podem ser extremamente danosos para as células ocasionando o seu envelhecimento e,
eventualmente, a sua morte, através do desencadeamento de rea¢6es como oxidacdo do DNA e de
proteinas e a peroxidacdo de lipidios. Estes processos oxidativos estdo relacionados ao
aparecimento de doengas como diabetes, cancer, fibrose cistica, entre outros (MINJ et al., 2020).
Neste sentido, os peptideos bioativos encontrados em hidrolisados proteicos do soro de leite
apresentam grande potencial de aplicacdo dada a sua atividade antioxidante, sendo que a proteina
B-lactoglobulina, um dos principais componentes do soro de leite, € um precursor para a obtencéo
desses peptideos bioativos (LE MAUX etal., 2016; SOUZA, et al., 2019). A atividade antioxidante

é observada também nas proteinas do soro de leite e estd relacionada ao mecanismo de acéo,
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composicdo dos aminoacidos (&cidos e basicos), massa molecular e sequéncia aminoacidica dos
peptideos (SOUZA et al., 2019; LORENZETT]I, 2018).

Souza et al. (2019) avaliaram a atividade antioxidante do soro de leite bovino, obtido
através de hidrolise utilizando a enzima Alcalase, atingindo grau de hidrélise de 63%. Estes autores
avaliaram a atividade antioxidante por métodos de captura de radicais livres, o radical peroxil e 0
radical ABTS*. O método de captura do radical peroxil apresentou melhores resultados quando
comparado com o método ABTS, devido ao fato de que o triptofano e a tirosina (aminoacidos
presentes nos peptideos bioativos do hidrolisado) tém a habilidade de agir como doadores de
hidrogénio. Além disso, 0 mecanismo oxidativo do peroxil age através da captura de hidrogénio,
0 que é mais similar aos mecanismos biologicos de oxidacdo em relacdo a oxidacdo provocada
pelo ABTS", que age através da transferéncia de elétrons (LIMA, 2008).

Abubakr (2016) investigou o uso de hidrolisados de leite desnatado como agentes
antiescurecimento em fatias de péras asiaticas (Pyrus pyrifolia) e de batatas (Solanum tuberosum).
O escurecimento enzimatico é ocasionado sobretudo, pela acdo da enzima polifenoloxidase que,
em presenca de O, oxida compostos fenolicos convertendo-os em pigmentos de cor escura
(SUTTIRRAK et al., 2011). A eficiéncia dos hidrolisados contra o escurecimento enzimético foi
comparada com a eficiéncia de agentes antiescurecimento utilizados comercialmente, como acido
ascorbico e acido citrico. Os resultados obtidos indicaram que os hidrolisados de leite desnatado
tém eficiéncia similar aos agentes comerciais antiescurecimento. Devido a isto, eles sdo uma
alternativa para esse processo, além de possibilitarem a elaboracéo de alimentos enriquecidos em
compostos antioxidantes (ABUBAKR, 2016).

Verdi (2017), produziu hidrolisados de concentrado proteico de soro de leite bovino com a
enzima Alcalase, a 55 °C, em pH 8,5 em diferentes tempos reacionais, atingindo diferentes graus
de hidrdlise. A atividade antioxidante dos hidrolisados foi avaliada in vitro através do método de
captura do radical ABTS". Nos testes realizados, observou-se que a atividade antioxidante
aumentava com o acréscimo do grau de hidrélise de 15% para 22,4%. Entretanto, apds essa faixa
para os hidrolisados com GH entre 23,2% e 25,6%, observou-se uma diminui¢do na atividade
antioxidante. Estes resultados sugerem que existe um grau de hidrdélise critico, a partir do qual a
quebra das proteinas e 0 menor tamanho e/ou estrutura dos peptideos formados interfira de maneira
negativa na sua atividade antioxidante.

Kong et al. (2012) elaboraram um hidrolisado de soro de leite com a enzima Alcalase, a
fim de avaliar a eficcia de protecéo de peptideos bioativos isolados a partir do hidrolisado contra
o efeito oxidativo do peroxido de hidrogénio sobre células MRC-5 de fibroblasto de pulmao

humano. O hidrolisado atingiu grau de hidrdlise de 38,5%, sendo isolada uma amostra contendo
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peptideos na faixa de tamanho de 0,1-2,8 kDa por cromatografia. Dessa amostra, foi possivel isolar
0 peptideo de sequéncia aminoacidica Valina-Histidina-Leucina-Lisina-Prolina. A sua atividade
antioxidante foi avaliada através da exposicdo das células MRC-5 incubadas com peroxido de
hidrogénio ao peptideo bioativo, sendo possivel observar um aumento na atividade das enzimas
superdxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase no interior das células, além de reduzir os
niveis de malonaldeido, o que aumentou a taxa de sobrevivéncia da célula de 22,5% para 66,1%,
em relacdo aquelas que nao foram expostas aos peptideos bioativos.

Piccolomini et al. (2012) identificaram, a acdo de peptideos bioativos do hidrolisado do
soro de leite sobre células de adenocarcinoma colorretal epitelial humano, nas quais observou-se
um aumento da glutationa intracelular, implicando em reducdo do estresse oxidativo e controle da
secrecdo de interleucina IL-8 (agente propagador do estresse oxidativo), mesmo quando as células
foram expostas a um agente oxidante forte, como o peroxido de hidrogénio. Diante dos resultados
encontrados por esses estudos citados, evidencia-se a utilidade dos peptideos bioativos presentes
nos hidrolisados de soro de leite e derivados como agentes antioxidantes tanto para a inddstria de

alimentos quanto para a aplicacdo em tratamentos de satde e melhora da qualidade de vida.

4.3 ATIVIDADE ANTI-HIPERTENSIVA

Manter a pressdo arterial sob controle é essencial para preservar a saude e reduzir o risco
de doencas, tais como o acidente vascular cerebral, ataque cardiaco, insuficiéncia cardiaca e
aneurisma (OLIVEIRA et al., 2019). De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertensdo, em
documento elaborado por Barroso e colaboradores (2021), os valores normais da pressao arterial
sistdlica e diastolica maximas sdo de 120 e 80 mmHg, respectivamente. Os valores acima de 140
mmHg para a pressao sistdlica caracterizam hipertensao, sendo que a hipertensao arterial sistémica
(HAS) é considerada uma das maiores causadoras de mortes no mundo, pois aumenta o risco de
desenvolvimento de doengas cardiacas cerebrais e renais (OPAS, 2021).

Os agentes anti-hipertensivos podem ser divididos em dois grupos, considerando a sua
atuacdo sobre o sistema renina-angiotensina (SAR) responsavel por regular a pressdo arterial. No
primeiro grupo, os farmacos atuam, principalmente através da inibi¢do da enzima conversora de
angiotensina (ECA) ou de receptores de angiotensina, inibi¢do direta da renina, ou como f-
blogqueadores, enquanto que, no segundo grupo, atuam principalmente, no aumento da diurese, no
antagonismo de calcio e no aumento do volume de agua e sodio expelidos pelas células
(MACHADO etal., 2021). Embora esses farmacos tenham multiplos mecanismos de acdo, o efeito

predominante é a vasodilatacdo ou diminuicao do volume intravascular (MACHADO et al., 2021).
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Para além dos farmacos convencionais, existem peptideos bioativos com propriedade anti-
hipertensiva, caracterizados por sua capacidade de inibir a ECA. Esta enzima é responsavel pelo
aumento da presséo arterial, convertendo a angiotensina-1 no potente vasoconstritor angiotensina-
I1, e degradando as encefalinas e a bradicinina, um peptideo vasodilatador, que por sua vez regula
a pressao arterial através do equilibrio de 4gua e sal no corpo (KORHONEN et al., 2006; DA
SILVA et al., 2021). Nesse sentido, € interessante perceber que o soro de leite possui em sua
composicdo as proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina, que quando hidrolisadas formam
peptideos bioativos que apresentam atividades inibidoras da ECA, o que constitui a capacidade de
reduzir a pressao arterial como uma das bioatividades de maior interesse no estudo dos peptideos
bioativos, respectivamente (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2008; BRANDELLI et al., 2015;
ZHAO et al., 2020).

Baba et al. (2021) elaboraram hidrolisados de soro de leite de camelo utilizando pepsina
como enzima em diferentes condicdes de relagdo enzima/substrato, temperatura e tempo reacional.
Os resultados obtidos da inibicdo da ECA sugerem que a condi¢do 6tima foi a hidrdlise realizada
a 37 °C, com uma relacdo enzima/substrato de 0,5 (p/p) em um tempo de 120 min, obtendo
concentracdo minima de inibi¢do de 0,197 mg/mL. Os peptideos isolados e sequenciados a partir
dos hidrolisados que apresentaram a menor concentragdo minima de inibicdo da ECA
demonstraram tendéncia de se ligar a um alto nimero de sitios ativos (entre 8 a 11 pontos) na
enzima. Os autores sugerem com base em analises realizadas a partir do banco de dados PepSite
que a presenca de aminoacidos hidrofdbicos nas trés posicdes carboxi-terminais dos peptideos
bioativos desempenham papel fundamental na inibicdo da ECA, conforme observado em suas
estruturas que apresentam Histidina, Isoleucina e Arginina nas trés posi¢des terminais (BABA et
al., 2021; TRABUCO et al., 2012).

Costa et al. (2005) elaboraram um hidrolisado de soro de leite bovino com a enzima
Alcalase pelo método pH-stat, atingindo um grau de hidrdlise de 10%. Eles avaliaram o efeito do
hidrolisado proteico (0,25 a 1 g/kg peso corporal) sobre a reducdo da pressao arterial em ratos
machos hipertensos (peso entre 270-300 g) em comparacdo com o Captopril (10 mg/kg de peso
corporal) durante 7 dias. Estes verificaram, que com o acréscimo da concentracdo da hidrolisado
foi verificado uma diminuicéo da presséo arterial, devido a inibicdo da ECA. Além disso, estes
autores verificaram uma reducdo na taxa de creatinina depurada por cada 100 g de peso corporal
dos ratos, que segundo Wright et al. (1992) indica a uma diminui¢do na taxa de filtracdo glomerular
indicando que o hidrolisado teve acdo sobre mecanismos tubulares de conservacéo de 4gua e sodio,
que interferem na reabsor¢cdo do sodio durante o transporte tubular, atuando como anti-

hipertensivo.
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Alvorado et al. (2019) avaliaram a atividade de inibicdo da ECA de peptideos bioativos
isolados de hidrolisados proteicos do concentrado do soro de leite obtidos a partir da fermentagéo
com Bacillus subtilis com graus de hidrélise entre 35 e 40%. Os resultados indicaram que a maior
atividade inibitéria da ECA (em torno de 80%) foi atingida pelas fra¢cdes do hidrolisado contendo
a maior quantidade de peptideos curtos (massa molecular menor que 3 kDa), que também tem
algumas caracteristicas comuns como a presenca de aminoacidos hidrofobicos ou catidnicos na
porcao terminal C da sequéncia peptidica, como prolina, leucina, fenilalanina, triptofano e tirosina.
Esses autores também avaliaram o efeito da encapsulagdo sobre a liberacdo dos peptideos
bioativos, em um processo de digestdo gastrointestinal simulada in vitro com 3 diferentes matérias
primas: alginato-colageno, alginato-gelatina e goma arébica de alginato, sendo que esta Gltima
alcancou melhores resultados. Wu et al. (2006) encontraram similaridade em seus resultados com
a goma arabica de alginato apresentando maior eficiéncia de encapsulacéo (95%). Os peptideos
liberados aumentaram sua atividade de inibicdo da ECA (85%) apds o processo de digestdo, em
relacdo a atividade inibitoria pré-digestdo (74%). Nestes, foi identificado que os residuos das
proteinas B-Lactoglobulina ¢ a-Lactoalbumina foram os principais responsaveis pelas fontes de
peptideos inibidores da ECA, sendo a sua atividade comparavel a do Captopril.

Herndndez-Ledesma et al. (2007) realizaram testes in vivo com ratos machos hipertensos
(peso 200-350 g) e as sequéncias peptidicas de Leucina-Glutamina-Lisina-Triptofano e Leucina-
Leucina-Fenilalanina em uma concentracdo de com 10 mg/kg de massa corporal foram ministradas
via oral. Os peptideos demonstraram efetividade no relaxamento vascular em decorréncia da sua
atividade inibitoria da ECA que atingiu valores ICsq (valor médio da méaxima concentracdo de
inibicdo) de 3,5 e 82,4 mg, respectivamente. Os valores maximos de inibi¢do para as sequéncias
peptidicas estudadas foram atingidos ap6s 2 h da administracdo e foram semelhantes a reducéo de
pressdo observada no rato para controle que recebeu Captopril. Estes estudos demonstram que o
hidrolisado de soro de leite tem capacidade de inibicdo da ECA e consequente promogédo de
vasodilatacdo, sendo que a sua administracdo resulta em diminui¢do significativa da pressao
arterial (COSTA et al., 2005). Dessa forma, evidencia-se a capacidade anti-hipertensiva dos
hidrolisados de soro de leite (PEREIRA, 2019; WU et al., 2006; ALVORADO et al., 2019).

4.4 INIBICAO DA ENZIMA DE DIPEPTIDIL PEPTIDASE IV

Cerca de 382 milhdes de pessoas sdo acometidas por diabetes no mundo e acredita-se que
este nimero aumente em mais de 50% até 2035 (CUNHA, 2019). A diabetes prejudica a
capacidade do corpo de produzir ou usar insulina, um horménio produzido pelo pancreas que

permite ao corpo transformar glicose (agucar) em energia, atuando na regulagdo e facilitacdo do
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processo de controle de nivel de aclcar do sangue para utilizacao e geracao de energia pelas células
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2020).

A diabetes pode ser controlada com eficacia quando detectada precocemente. No entanto,
quando n&o tratada, pode levar a complica¢Ges potenciais que incluem doengas cardiacas, derrame
cerebral, danos aos rins e danos aos nervos. Muitos estudos vém destacando, que o hidrolisado de
soro de leite pode ajudar a combater a diabetes atraves da inibicdo da enzima de dipeptidil
peptidase 1V (DPP-1V) (FURTADO, 2019; GAO, et al., 2018; ELZOGHBY, et al., 2020).

Gao et al. (2020) estudaram o hidrolisado de a-Lactoalbumina bovina, obtido utilizando a
enzima Alcalase, alcangando um grau de hidrolise de 82%. Estes avaliaram a atividade inibidora
da DPP-1V pelas fracdes relativas do hidrolisado elaborado, onde verificou-se que a fracdo de com
tempo de retencdo (300 a 500 min) apresentou 62,9% de inibicdo. Desta fracdo identificaram os
dois peptideos que apresentam atividade inibitéria mais acentuada, com massas moleculares
variando de 929,19 Da e 1016,7 Da, respectivamente.

Gao et al. (2020) submeteram a fracdo, que apresentou atividade, a identificacdo da
sequéncia inibitoria da DPP-1V, onde verificou-se que os peptideos referentes as fracbes de
aminoacidos f (30-37) e f(114-122) da a-Lactoalbumina s&o os responsaveis por essa atividade.
Os peptideos exibem atividade inibitéria potente de DPP-1V pela sua capacidade de formar pontes
de hidrogénio, interacdes pi-catidnicas e pontes de sal, de acordo com resultados obtidos pela
analise docking de energia de ligacdo entre os peptideos e os sitios ativos da enzima.

Morato et al. (2012) realizaram um teste in vivo com 49 ratos machos (21 dias de idade)
para avaliar o efeito da ingestdo de diferentes aminoécidos e peptideos do hidrolisados proteicos
do soro sobre 0 esgotamento da glicose no sangue. Dos componentes do hidrolisado do soro de
leite testados, o0 aminoacido L-isoleucina foi 0 que mais reduziu os niveis de glicose no sangue e
manteve a insulina em concentragdes mais elevadas. A L-isoleucina corresponde a 16% da
quantidade total de dipeptideos formados a partir dos aminoécidos de cadeia ramificada presentes
no hidrolisado e € obtido a partir da quebra da B-Lactoglobulina. A isoleucina apresenta este efeito
pois atua aumentando a absorcao de glicose pelas células do tecido muscular através da ativacao
da translocacdo da proteina GLUT4 (transportadora de glicose 4) na membrana plasmatica
(BERNARD et al., 2011).

Ashraf et al. (2021) produziram hidrolisados de soro de leite de camelo utilizando a pepsina
como enzima em diferentes condi¢des de razdo enzima/substrato (0,5 - 2%), temperatura (30 - 37
°C) e tempo (120 - 360 min) para avaliar o potencial inibitério da enzima DPP-IV. Os hidrolisados
produzidos a 30 °C exibiram a maior atividade inibitoria com o menor valor de concentracéo

minima de inibicdo da enzima (0,44 mg/mL), sendo a condicdo Gtima obtida para os valores de
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razdo enzima/substrato igual a 1% e tempo reacional igual a 120 min. Os peptideos das fracdes
que apresentaram maior atividade inibitdria foram isolados e identificados. Apds a realizagédo de
analises computacionais a partir do banco de dados PepSite, conclui-se que 0s peptideos de
sequéncia aminoacidica Pro-Ala-Gly-Asn-Fen-Leu-Met e Met-Leu-Pro-Leu-Met-Leu foram os
principais responsaveis pela atividade inibitoria, demonstrando capacidade de se ligarem a mais
de 9 sitios ativos da enzima (ASHRAF et al., 2021; TRABUCO et al., 2012).

Souza et al. (2019) demonstraram que, quando o soro de leite ou derivados (como
concentrados e hidrolisados proteicos) sdo degradados, podem atuar nos tecidos musculares e,
promovendo o aumento da concentracdo plasméatica de dois aminoacidos fundamentais no
organismo humano: a alanina e glutamina (SOUZA et al., 2019). Estes aminoacidos séo
transportados para o figado para que a glicose seja produzida, estabilizando a glicemia em periodos
de jejum e reduzindo a resposta da insulina apés as refeicGes. Dessa forma, ao elevar as
concentragOes de ingestdo de proteinas do soro do leite, ocorre a reducdo da liberacéo de insulina

apos as refeicdes, potencializando a acdo do figado no controle da glicemia (VIEIRA, 2018).

4.5 OUTRAS APLICACOES

Diante do futuro promissor em relacédo as aplicagdes do soro de leite e derivados, pesquisas
vém sendo desenvolvidas destacando o seu potencial, devido a conter proteinas e varios dos
aminoacidos essenciais. Estas proteinas e aminoacidos possuem rapida absorcéo pelo intestino em
comparagdo com outros tipos de proteina (SOUZA PALU et al., 2020; SOUZA et al., 2019;
NOGUEIRA et al., 2019). A fim de se obter os beneficios fornecidos por peptideos bioativos
presentes no soro de leite a estratégia mais utilizada é a hidrolise enzimatica controlada através do
método pH-stat (LORENZETTI, 2018), que utiliza tanto endopeptidases como exopeptidases, ou
misturas destas (SOUZA et al., 2019). A preferida é a Alcalase devido a sua caracteristica de
grande afinidade com o substrato (NARSI, 2017; SOUZA PALU et al., 2019).

Quando hidrolisados, a a-Lactoalbumina ¢ a B-Lactoglobulina (dois dos principais
componentes do soro de leite), liberam peptideos bioativos que demonstraram efeitos
imunomoduladores na ativacao e proliferacdo de linfécitos, regulacédo de citocinas, producéo de
anticorpos, aumento fagocitico na capacidade de macréfagos e estimulacdo da geracdo de
imunoglobulinas (BADR etal., 2017; SOUZA etal., 2019). Além disso, o soro de leite e derivados
contém lactoferrina, lactoalboumina, lactoglobulinas, lactoperoxidase e sdo ricos em
imunoglobulinas. Estes componentes exclusivos podem atuar aumentando a imunidade,

promovendo indmeras bioatividades, tais como: anticancerigena (LORENZETTI, 2018),
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antioxidante, imunoestimuladora (ALVES et al., 2016; STEFFENS et al., 2020), antimicrobiana,
anti-hipertensiva (OLIVEIRA et al., 2019) entre outras (MINJ et al., 2020).

A fim de atenuar o impacto ambiental que este subproduto rico em proteinas e peptideos
bioativos pode causar no meio ambiente devido a alta demanda bioquimica por oxigénio quando
descartado em fontes de agua na forma de efluente, estudos vém sendo realizados, tanto para a sua
aplicacdo na forma de farmacos, como na sua utilizacdo para a sintese de polimeros naturais e
biodegradaveis (PEREIRA et al., 2020; FAROOQ et al., 2019). Por ser considerado uma matéria
prima segura e versatil, vem sendo amplamente investigado como implemento de alimentos
funcionais, tais como, bebida funcional com propriedade anticancerigena (MIRANDA, 2018),
pées e iogurtes enriquecidos nutricionalmente, filmes biodegradaveis com atividade antioxidante,
entre outros (LAPPA et al., 2019; MOURA, 2016).

5 CONCLUSAO

O reaproveitamento de soro leite possibilita a minimizacdo dos problemas ambientais
ocasionados pelo descarte inadequado, que resultam em um aumento de concentracdo de matéria
organica nos efluentes e a consequente demanda bioquimica de oxigénio. Neste contexto, alguns
derivados, tais como produtos lacteos, concentrado e/ou isolado proteico de soro de leite séo
largamente produzidos. Como alternativa para o desenvolvimento de produtos com alto valor
agregado, inumeros processos sao realizados para a obtencéo de peptideos bioativos a partir destas
matérias-primas. Contudo, a hidrolise enzimatica € largamente utilizada, pois as enzimas possuem
especificidade, altas taxas de reagdo e ndo deixam residuos toxicos, além da possibilidade de um
amplo espectro de enzimas. Neste contexto, 0 método de pH-stat é largamente utilizado para o
monitoramento do grau de hidrolise da hidrdlise enzimatica, pois é possivel avaliar o mesmo a
cada ponto do processo biotecnolégico.

Estes hidrolisados proteicos de soro de leite e derivados apresentam propriedades bioativas
em potencial, tais como antimicrobiana, antioxidante, anti-hipertensiva, anticancerigena,
antidiabéticas entre outras. Estas bioatividades sdo dependentes do processo utilizado para a sua
obtencéo, tais como enzima, pH, temperatura, grau de hidrolise obtido, perfil massa molecular e
sequéncia aminoacidica. A enzima largamente utilizada é a alcalase, devido a sua ampla afinidade
com diferentes substratos utilizados. Além disso, o grau de hidrélise influéncia no perfil de massa
molecular obtido, o que pode influenciar em determinadas bioatividades avaliadas. Entretanto,
maiores estudos sdo necessarios para o desenvolvimento em escala industrial destes hidrolisados

proteicos.
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